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摘要 : 为 探索 细 郊 表达 目标 基因 dsRNA 介 导 的 RNAi 技术 是 否 在 家 和 蛋 Bombyx mori 可行, 本 研究 引入 了 在 其 他 物种 
中 广泛 应 用 的 细菌 表达 dsRNA 的 RNAi 系统 : HT115 细菌 株 和 L4440 质粒 。 利 用 L4440 载体 两 端 含 有 T7 启动 子 的 
特点 ,设计 并 构建 了 针对 家 鼻 核 受 体 FTZ-Fl 基因 的 RNA 干扰 (RNA interference) 载体, 将 构建 好 的 质粒 转 和 人 大肠 杆 
阔 Escherichia coli HT115 , 在 IPTG 诱导 下 成 功 获得 目标 基因 对 应 双 链 RNA( dsRNA)。 结果 显示 : 通过 对 5 龄 第 7 天 
家 竺 幼虫 注射 IPTG 诱导 后 提取 的 FTZ-F1 基因 对 应 的 dsRNA 25 hg, 85% 的 晴 变 态 发 育 过 程 明显 延迟 , 不 能 实现 幼 
虫 到 肾 的 形态 完全 转变 。 奖 光 定 量 PCR 分 析 显 示 目 标 基因 的 表达 得 到 了 特异 的 抑制 。 实 验 结果 初步 表明 , 通过 细 
菌 表达 目标 基因 dsRNA 介 导 的 RNAi 案 略 ,以 其 经 济 、 高 效 的 特点 , 具有 广泛 应 用 于 家 春 基 因 功 能 研究 中 的 潜力 。 
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Abstract: We developed a method of RNA interference based on bacterially expressed dsRNA in the 
silkworm, Bombyx mori. By inserting the target, FTZ-F1 gene fragment, between the two convergent T7 
polymerase promoters in opposite orientation in LA440 dsRNA expression vector, the recombinant plasmid 
was formed. Then the recombinant plasmid was transformed into Escherichia colit HT113 ，an RNase-II 
deficient strain. dsRNA was extracted from the Ek. coli HT11S after being treated with isopropyl-B-D-thio- 
galactopyranoside (IPTG). RNAi treatment was performed by injecting the extracted dsRNA (23 ug) into 
body cavity of silkworm at the 7th day of Sth instar. The RNAi of FTZ-F1] gene resulted in 85% of the 
insects with delay of pupal metamorphosis and disablement in pupa formation. Real-time quantitative PCR 
analysis revealed that the expression of FTZ-F] gene was specially inhibited after the insects were treated 
with dsRNA of FTZ-F1 gene. The results suggest that the bacterially expressed dsRNA has potential to be 
used in silkworm functional genome analysis in an economical and efficient way. 
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随 着 家 看 Bombyx mori 基因 组 序列 图 谱 的 完 
成 , 对 获得 的 大 量 基因 进行 功能 鉴定 是 当前 桑 看 分 
子 生物 学 领域 的 一 个 重要 课题 (Xia ei al.,，2004; 
The International Silkworm Genome (Consortium, 
2008 ; Xia et al., 2009 ),。 RNAi( RNA interference ) 
通过 dsRNA 可 以 高 效 、 特 异地 阻 断 或 降低 体内 特定 


基因 的 表达 ,是 近年 来 倍 受 人 研究 者 青睐 的 基因 功能 


研究 手段 (Fire et al., 1998)。 目 前 在 家 春 中 采用 的 
RNAi 实验 操作 主要 有 两 种 。 一 种 是 利用 已 有 的 转 
基因 技术 进行 可 遗传 的 干扰 方法 , 即 通常 称 作 的 转 
基因 RNAi 技术 (Dai et al., 2007 )。 和 常用 的 转 东 因 
干扰 方法 是 借助 于 piggBac 转 座 子 , 问 家 看 基因 组 
导入 外 源 能 转录 产生 目标 基因 dsRNA 的 干扰 骨架 ， 
使 得 家 蛋 体 内 自身 稳定 地 产生 RNA 干扰 效应 分 子 。 
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另外 一 种 方法 是 通过 体外 转录 合成 目标 基因 
dsRNA 进行 瞬时 干扰 的 方法 , 体外 转录 的 片段 可 以 
是 与 siRNA 大 小 相当 的 短 链 干扰 片段 ( 王 根 洪 等 ， 
2005 ) , 也 可 以 是 数 百 个 核 音 酸 对 的 长 链 干扰 卢 段 
( Uhlirova et al.， 2003 ; Tabunoki et al.，2004; 刘 春 
等 ,2004; Wang et al.，2008 ) 。 与 转基因 RNAi 技 
术 相 比 ,， 瞬 时 干扰 具有 操作 简单 及 耗 时 少 的 特点 ， 
常 被 用 于 基因 功能 鉴定 之 中 。 但 是 , 瞬时 干扰 实验 
中 制备 dsRNA 所 用 的 试剂 是 非常 昂贵 的 , 这 使 得 
在 家 大 进行 大 规模 RNAi 实验 非常 困难 。 

为 了 克服 大 规模 RNAi 实验 耗费 巨大 的 困难 ， 
本 人 研究 拟 采 用 在 线虫 等 物种 中 广泛 应 用 的 通过 细菌 
表达 dsRNA 的 RNAi 的 方法 (Timmons and Fire， 
1998; Timmons et al., 2001; Kamath and Ahringer, 
2003 ; Newmark et al., 2003 ) , 探索 在 家 大 通过 特定 
的 细菌 株 HT115 表达 目标 基因 对 应 的 dsRNA 进行 
RNAi 的 可 行 性 。 我 们 选择 已 经 通过 瞬时 干扰 获得 
干扰 表象 的 DNA 结合 因子 FTZ-Fl 基因 作为 靶 标 基 
因 (Cheng et al., 2008) , 扩 增 目标 基因 片段 , 构建 了 
以 L4440 作为 载体 骨架 的 dsRNA 表达 载体 , 转化 进 
和 人 大肠 杆菌 Escherichia coli HT115, 诱导 dsRNA 表 
达 ; 通过 在 家 看 个 体 注 射 细菌 表达 的 dsRNA, 检测 
RNAi 实验 对 FTZ-Fl 生物 学 功能 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

以 家 看 华 系 二 化 性 品种 大 造 (P50 ) 为 实验 材 
料 , 在 温度 25C 、 相 对 湿度 80% 、 光 周期 12L: 12D 
的 条 件 下 用 家 看 人 工 饲 料 饲育 。 取 5 龄 第 7 天 的 家 
大 幼虫 个 体 分 别 用 生理 盐水 和 DEPC 水 冲洗 后 储存 
于 液 氮 中 , 以 备 提取 RNA 所 用 。 和 载体 L4440 购 目 
Addgene 组 织 ; 菌株 HT115 由 国际 线虫 遗传 学 中 心 
( Caenorhabditis Cenetics Center ) 提供 。 
1.2 RNA 提取 和 引物 设计 

采用 TRlzol Reagent (Invitrogen 公司 ) 提取 家 看 
个 体 总 RNA, 经 无 RNA 酶 的 DNase I (TaKaRa 公 
司 ) 处 理 去 除 DNA 污染 后 , 用 MMLV 反 转 录 酶 
(Promega 公司 ) 反 转录 得 到 cDNA 第 一 链 , 此 产物 
便 可 作为 FTZ-Fl 基因 扩 增 的 模板 用 在 后 面 的 实验 
操作 中 。 所 有 步 又 均 按 相关 试剂 的 使 用 说 明 书 进行 。 
引物 设计 采用 软件 Primer Primer 5. 0, 根据 NCBI 
(http: AAwww. ncbi. nlm. nih. gov/ ) 公布 的 家 春 FTZ- 
Fl 基因 (CenBank 登录 号 : AF426830 ) 设计 扩 增 引物 


序列 F1: 5’-TCAAGTGGATTGGGCAAGA-3’, R1.: S“- 
TAGCAGGTAAGAGTGTAGTCAAGAA-3’, 
1.3 家 和 看 FTZ-F1 基因 片段 的 克隆 及 干扰 载体 构建 

以 上 述 合成 的 家 和 看 cDNA 为 模板 , 采用 引物 对 
F1ZR1 进行 PCR 扩 增 ,反应 条 件 为 99% , 3 min 预 
变性 后 , 94% , 30 s 变性 , 54%C , 45 s 退火 , 72C， 
40 s 延伸 , 共 30 个 循环 , 72% 终 延 伸 10 min 后 ， 
4 保存。 获得 的 PCR 产物 用 1.2% 的 琢 脂 糖 凝 胶 
进行 电泳 并 回收 纯化 ,回收 片段 与 pMD18-T 载体 
(TaKaRa 公司 )TA 连接 ,连接 产物 转化 至 JM109 感 
受 态 细胞 菌株 后 , 涂 布 于 加 有 氨 斑 青 窒 素 、IPTG 
(TaKaRa 公司 ) .X-gal(TaKaRa 公司 ) 的 固体 LB 培 
养 基 平 板 上 , 培养 12 h 左右 , 挑 取 日 色 单 菌落 于 
LB 液体 培养 基 中 培养 。 采 用 EasyPure Plasmid 
MiniPrep Kit 试剂 盒 (TransCen Biotech Co.，Ltd. ) 提 
取 质 粒 , 电泳 检测 重组 质粒 并 对 其 进行 PCR 及 双 
酶 切 鉴 定 。 重 组 质粒 进一步 进行 测序 验证 。 

干扰 载体 的 构建 策略 如 图 1 所 示 , 将 已 经 构建 
好 的 FTZ-Fl1-pMD18-T 载体 与 L4440 载体 分 别 同 时 
用 Kpn | 和 Psi 1 (TaKaRa 公司 ) 进 行 双 酶 切 , 回收 
连接 后 , 转化 JM109 感受 态 细胞 菌株 后 , 涂 布 于 加 
有 损 下 青霉素 的 固体 LB 培养 基 平 板 上 , 培养 12 h 
左右 , 挑 取 白 色 单 菌落 于 LB 液体 培养 基 中 培养 。 
提取 质粒 ,进行 T7 单 引物 (5’-TAATACGACTCACTA 
TAGGG-3')PCR 扩 增 及 双 酶 切 鉴 定 阳性 克隆 。 重 组 
质粒 进一步 通过 测序 进行 验证 。 






转化 HT115 菌 株 
Transformed into HT115 
IPTG 诱 导 
IPTG mduction 


dsRNA 提取 纯化 
Extraction and purification of dsRNA 


图 1 干扰 载体 构建 及 dsRNA 诱导 纯化 流程 


Fig.1 Schematic presentation of RNA1 plasmid construction 


FTZ-F1-L4440 


and dsRNA producing process 
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1.4 ”dsRNA 诱导 表达 及 提取 纯化 

如 图 1 所 示 , 采用 标准 的 CaCl, 转化 方法 , 将 
已 构建 好 的 FTZ-Fl1-L4440 载体 转 人 HT115 感受 态 
细胞 菌株 中 , 通过 PCR 筛选 含有 重组 质粒 的 转化 
子 。37% 振荡 培养 含有 FTZ-Fl1-L4440 质粒 的 菌 液 
至 0Ds = 0.5, 加 IPTC( 终 浓度 为 0.7 mmolL) 进 
行 诱导 表达 ,37C 振荡 培养 4 h 用 于 dsRNA 的 提 
取 。 采 用 TRlzol Reagent 提取 细菌 总 RNA。RNA 干 
燥 后 溶 于 无 核酸 酶 的 灭 菌 水 中 , 并 进行 电泳 检测 ; 
dsRNA 的 纯化 参照 Gan 等 (2010 ) 报道 的 方法 进行 ， 
分 别 用 DNase I 及 含有 0.5 mol/L NaCl 的 RNase A 
消化 纯化 提取 的 RNA ， 酚 / 氧 仿 抽 提 后 , 用 乙醇 沉 
淀 析 出 目标 dsRNA ,最 后 用 无 RNase 的 H,0 溶解 
沉 诈 并 进行 浓度 测 定 ，- 80Y 保存 以 备用 于 RNAi 
实验 。 
1.5 RNAi 处 理 

取 120 头 5 龄 第 7 天 的 家 在 大 造 幼 虫 , 均 分 为 
3 组 。 一 组 注射 通过 细 梢 表达 提取 的 dsRNA.: FTZ- 
Fl1-dsRNA, 每 头 注 射 25 ug dsRNA; 一 组 注射 事先 
通过 转录 试剂 盒 合 成 的 红色 荧光 蛋白 (REFP) 对 应 的 
双 链 RNA: RFP-dsRNA,， 每 头 注射 25 ug dsRNA ; 
另外 一 组 添 食 经 过 IPTG 诱导 后 的 含有 FTZ-F1- 
L4440 质粒 的 HT115 梢 液 : FIZ-F1-L4440-HT115 ， 
经 估算 , 平均 每 头 摄食 的 菌 液 含有 FTZ-Fl1-dsRNA 
约 25 hg。RNAi 注射 及 添 食 后 , 置 正常 条 件 下 继续 
饲育 , 并 观察 直至 化 晴 10 d。 在 吐 丝 后 48 h, 每 组 
随机 分 别 取 3 头 解剖 收集 脂肪 体 组 织 , 按 上 述 方法 
提取 RNA, 合成 cDNA, 通过 奖 光 定量 PCR 技术 检 
测 FTZ-F1 基因 的 RNAi 处 理 后 的 表达 变化 情况 。 
FTZ-F1 基因 的 艾 光 定量 PCR 引物 为 I2: 5“- 
CAAGTGGATTGGGCAAGA-3’, R2. 5’-CCCTAACCT 
CGGGATTGA-3', 选择 家 蛋 细 胞 质 肌 动 蛋白 Actin 3 
作为 内 参 基 因 ， 其 严 光 定量 PCR 引物 为 f3: 5”- 
CATGAAGATCCTCACCGAGCG-3’', R3. 5’-CGTAGC 
ACAGCTTCTCCTTGATA-3’。 奕 光 定 量 PCR 实验 在 
ABI 7000 定量 PCR 仪 上 进行 , 采用 2 "方法 分 析 
菊 光 定量 PCR 实验 结果 (Livak and Schmittgen ， 
2001) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 目的 基因 的 PCR 扩 增 、 重 组 及 克隆 
提取 5 龄 第 7 天 家 看 幼虫 的 总 RNA, 反 转 录 为 
cDNA, 以 Fl 和 Ril 引物 进行 PCR 扩 增 , 根据 基因 


序列 , 预期 扩 增 片段 大 小 为 392 bp, 而 PCR 扩 增 片 
段 的 电泳 结果 显示 , 扩 增 片段 介 于 250 ~ 500 bp 之 
间 ( 图 2: A), 与 预期 相符 。 将 目标 条 带 胶 回 收 后 
连接 到 pMD18-T 载体 得 到 FTZ-F1-pMD18-T 重组 质 
粒 , 重组 质粒 经 测序 证 实 家 看 FTZ-Fl 基因 片段 已 
经 连 人 重组 质粒 。 


bp 
2000 一 


1000 一 
730 一 
300 一 


230 一 
100 一 





图 2 干扰 表达 载体 构建 过 程 中 部 分 电泳 图 
Fig.2 Agarose gel electrophoresis in the construction 
of RNAI plasmid 
M: DNA 分 子 量 标 准 物 DNA molecular weight marker DL2000; A. 
FTZ-Fl 基因 片段 PCR 产物 PCR products of FTZ-Fl gene fragment; B: 
FTZ-F1-L4440 质粒 Kpn I 和 Pst I 双 酶 切 产 物 Digestion products of 
FTZ-F1 -L4440 plasmid with Kpn I and Pst TI; C: FTZ-F1-L4440 质粒 经 
过 17 单 引 物 扩 增产 物 PCR products of FTZ-F1-L4440 plasmid 
amplified with T7 primer. 1: FTZ-Fl 的 RT-PCR 扩 增 RT-PCR products 
of FTZ-F1 gene fragment; 2: FTZ-F1-L4440 质粒 FTZ-Fl-L4440 
plasmid; 3 : FITZ-F1-L4440 质粒 经 Kpn I 和 Pst I 双 酶 切 产 物 Digestion 
products of FTZ-F1-L4440 with Kpn I and Pst 1; 4: FTZ-F1-pMD18-T 与 
14440 重组 实验 中 阴性 质粒 T7 单 引 物 PCR PCR products of the 
negative plasmid amplified with T7 primer; $5: FTZ-F1-L4440 重组 质粒 
T7 单 引物 PCR PCR products of the positive plasmid amplified with T7 


primer. 


2.2 ”dsRNA 表达 载体 的 构建 
根据 图 1 的 载体 构建 策略 ，FTZ-Fl1-pMD18-T 
质粒 经 Kpn 工 和 Ps 工 双 酶 切 , 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 
得 到 目的 DNA 片段 , 回收 该 片段 用 于 连接 反应 。 
同时 提取 L4440 质粒 用 Kpn[ 和 Psi 工 双 酶 切 , 经 珀 
糖 凝 胶 电 泳 分 离 纯 化 , 回收 目标 载体 片段 。 将 日 
的 FTZ-Fl 基因 片段 连接 到 L4440 载体 中 , 转 入 50 
kL JM109 感受 态 细 胞 中 , 涂 板 ,筛选 阳性 克隆 , 并 
提取 质粒 进行 酶 切 验证 及 T7 单 引 物 PCR 检测 ， 如 
图 2(B) 所 示 , 重组 质粒 经 Kpn 【 和 Psi 工 双 酶 切 获 
得 一 条 介 于 250 ~500 bp 之 间 的 目的 条 带 。 电 泳 检 
测 显 示 , 重组 质粒 经 T7 单 引物 PCR 扩 增 后 , 能 获 
得 特定 的 目的 条 带 ( 图 2: C)。 经 测序 , 结果 显示 
FTZ-F1 基因 片段 已 成 功 构建 进入 L4440 载体 中 ， 

得 到 FTZ-Fl-L4440 重组 质粒 。 
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2.3 dsRNA 的 诱导 表达 

将 FTZ-F1-L4440 质粒 转 人 HT115 菌株 感受 态 
细胞 , 扩大 培养 至 菌 液 0Dew 值 达到 0.5 左右 , 加 入 
IPTG 诱导 4 h。 诱 导 后 的 菌 液 用 于 总 RNA 的 提取 ， 
RNA 提取 结果 如 图 3 所 示 。 从 凝 胶 电 泳 结 果 ( 图 
3) 中 可 以 看 出 , 诱导 后 的 FTZ-F1-L4440-HT115 菌 
液 提 取 的 RNA 中 有 一 条 特异 目标 RNA 条 带 ， 而 未 
经 IPTG 诱导 的 FTZ-F1-L4440-HT115 菌 液 RNA 中 
不 含有 此 带 , FTZ-F1-L4440-JM109 菌 液 诱导 前 后 均 
不 含有 此 带 。 据 此 判定 诱导 后 的 FTZ-F1-L4440- 
HT115 菌 液 出 现 的 特异 条 带 为 细菌 表达 的 FTZ-F1 
的 dsRNA 条 带 。 





图 3 dsRNA 的 诱导 表达 
Fig.3 The induction of dsRNA 

1: FTZ-F1-L4440-HT115 菌 液 诱导 后 RNA 电泳 The RNA extract of 
FTZ-Fl-LA440-HT11S after IPTG induction; 2: FTZ-Fl-L4440-HT115 
菌 液 诱导 前 RNA 电泳 The RNA extract of FTZ-F1-L4440-HT115 
before IPTG induction; 3; FTZ-F1-L4440-JM109 菌 液 诱 导 后 RNA 电 
泳 The RNA extract of FTZ-F1-L4440-JM109 after IPTG induction ; 4: 
FTZ-F1-L4440-JM109 菌 液 诱导 前 RNA 电泳 The RNA extract of FTZ- 
F1-L4440-JM109 before IPTG induction. 黑色 箭头 示 FTZ-F1-L4440- 
HT115 菌 液 诱导 后 出 现 的 特异 条 带 The specific band emerged in FTZ- 
Fl-L4440-HT115 after induced by IPTG was indicated by an arrow. 


2.4 RNAi 结果 与 分 子 检测 

将 FTZ-F1-L4440-HT115 菌 液 获得 的 特异 条 市 
进一步 经 DNase I 和 RNase A 的 去 除 DNA 及 单 链 
RNA 的 纯化 处 理 , 用 于 RNAi 实验 。 由 于 在 此 前 我 
们 已 经 通过 体外 转录 dsRNA 的 方法 , 成 功 阻 扰 
FTZ-Fl 基因 的 表达 ,获得 特定 的 干扰 表 型 ( Cheng 
et dl.，2008 ) , 故 本 实验 中 在 dsRNA 剂量 注射 时 间 
等 RNAi 处 理 条 件 选 择 上 基本 依照 上 述 实验 方案 进 
行 。 结 果 表 明 , 注射 FTZ-F1-14440-HT115 菌 液 诱 
导 提 取 的 dsRNA 的 实验 组 中 ,85% 的 个 体 出 现 化 


肾 变 态 异 常 ， 主要 表现 为 幼虫 向 肾 期 的 转变 过 程 明 
显 延 人 返 , 吐 丝 量 减少 , 不 能 实现 幼虫 到 晴 的 形态 的 
完全 转变 。 如 图 4(A) 所 示 , 在 吐 丝 后 第 4 天 , 注 
射 RFP 对 应 的 dsRNA 的 牌 个 体 已 经 处 于 化 晴 后 第 
2 天 的 状态 , 而 注射 FTZ-F1 对 应 的 dsRNA 的 虫 体 
则 刚 处 于 幼 忠 问 肾 发 育 变 态 的 开始 ; 吐 丝 后 第 8 
天 , 注射 FTZ-Fl 对 应 的 dsRNA 的 虫 体 变态 发 育 明 
显 受阻 ,保持 在 幼虫 癌 晴 发 育 的 中 间 状 态 ( 图 4: 
B)。 而 95% 的 添 食 FTZ-F1-L4440-HT115 经 IPTC 
诱导 后 的 菌 液 的 实验 组 与 未 作 任何 处 理 的 家 看 个 体 
一 样 , 能 正常 完成 幼虫 到 肾 的 变态 , 无 明显 异常 表 
象 。 为 了 检测 dsRNA 处 理 后 , 是 否 会 引起 FTZ-F1 
表达 水 平 的 变化 , 我 们 在 吐 丝 上 族 后 48 h 收集 材 
料 , 进行 了 奖 光 定量 PCR 检测 。 如 图 5 所 示 , 注射 
FTZ-F1 对 应 dsRNA 的 实验 组 , 其 FTZ-F1 基因 的 表 
达 量 明显 低 于 注射 红色 痰 光 重 日 对 应 dsRNA 的 实 
验 组 。 痰 光 定量 PCR 中 基因 扩 增 的 特异 性 通过 熔 
解 曲线 分 析 得 到 证 实 ( 图 6)。 





A 


4 ”RNAi 处 理 后 获得 的 干扰 表 型 
Fig.4 The phenotype of silkworm after RNAi treatment 

A: 吐 丝 后 第 4 天 ( 左 : 注射 RFP 对 应 的 dsRNA; 右 : 注射 FTZ-F1 对 
应 的 dsRNA )Silkworm at the 4th day after wandering (left: treated with 
dsRNA of RFP; right: treated with dsRNA of FTZ-F1 ) ; B: 吐 丝 后 第 8 
天 ( 左 : 注射 RFP 对 应 dsRNA; 右 : 注射 FTZ-F1 对 应 dsRNA) 
Silkworm at the 8th day after wandering (left: treated with dsRNA of 
RFP; mght: treated with dsRNA of FTZ-Fl ) . 
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Fig.3 The expression analysis of FTZ-Fl gene from Bombyx 
mori (BmFTZ-F]1) by real-time quantitative PCR 
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图 6 定量 PCR 分 析 中 BmAhctin 3(A) 和 BmFTZ-F1(B) 的 熔 解 曲线 
Fig.6 The melting curves of BmActin 3 (A) and BmFTZ-FI1 (B) in the real-time quantitative PCR 


3 讨论 

家 蛋 是 重要 的 经 济 昆 虫 , 同时 也 是 鳞 翅 目 昆 忠 
的 代表 (向 仲 怀 , 2003) 。 家 蛋 的 基础 研究 对 于 提高 
蛋 丝 业经 济 效益 及 防 控 农林 害虫 等 方面 , 均 具 有 重 
大 意义 (向 仲 怀 ， 2003; 向 仲 怀 和 杨 焕 明 ，2003 ) 。 
令 人 欣慰 的 是 , 经 过 长 期 的 积累 ,家 得 基础 研究 已 
经 发 展 到 相当 高 的 水 平 , 特别 是 近年 来 , 随 厦 家 蛋 
基因 组 框架 图 、 精 细 图 及 遗传 变异 图 的 完成 ,家 看 


研究 已 正式 进入 阐释 基因 功能 的 后 基因 组 时 代 ( Xia 


et al., 2004; The International Silkworm Genome 
Consortium , 2008 ; Xia et al., 2009 ) 。 成 千 上 万 个 预 
测 基因 , 等 竺 着 科技 工作 者 研究 其 功能 ， 以 便 进而 
对 其 利用 。 然 而 , 目前 家 看 基因 功能 研究 手段 匮 
乏 , 尽管 家 看 转基因 技术 已 经 建立 , 但 家 和 蛋 转 基因 
技术 仍 处 于 转化 效率 低 、 周期 长 的 状态 , 严重 影响 
其 在 功能 基因 研究 中 的 应 用 (Tamura ef al., 2000; 
Thomas et al.，2002 ) 。RNAi 技术 是 一 种 很 好 的 探 
索 基 因 功 能 的 方法 (Fire et al.,1998 ) , 然而 大 将 目 
前 的 家 看 RNAi 方法 体系 规模 化 应 用 于 大 量 基因 的 
功能 探索 ,其 耗费 是 非常 大 的 。 所 以 , 改良 现 有 的 
干扰 技术 策略 , 优化 目标 基因 dsRNA 获得 方法 , 是 
进行 规模 化 基因 功能 探索 的 必 选 策略 之 一 。 
通过 特定 细菌 株 表 达 目 标 基 因 dsRNA ， 达 到 阻 
抑 目 标 基 因 表 达 , 产生 RNAi 效应 的 方法 , 最 早 是 


由 Timmons 和 Fire(1998 ) 在 线虫 中 开创 使 用 的 。 随 
后 , 相关 实验 方法 进一步 得 到 优化 ，Timmons 等 
(2001) 从 多 个 大 肠 杆菌 菌 株 筛 选 到 了 具有 最 高 
dsRNA 表达 效率 的 RNase 亚 缺 陷 型 菌株 HT115。 
此 后 , 这 一 技术 策略 逐渐 在 多 个 物种 中 广泛 应 用 
(Newmark et al., 2003 ; Solis et al., 2009 ) 。 由 于 其 
高 效 性 及 耗费 不 高 , 甚至 成 为 线虫 中 进行 genome- 
RNAi 选用 的 策略 ( Kamath and Ahringer, 2003 ) 。 在 
植物 中 , 这 种 方法 也 成 为 植物 病毒 防治 研究 中 一 种 
新 技术 (Tenllado et al., 2003 ，2004 ) 。 
现 , 将 甘 蕊 花 叶 病毒 (sugarcane mosaic 
SCMV ) 的 衣 充 和 蛋 日 CP 基因 片 虹 相对 浊 人 L4440 ) 
体 , 导入 细菌 HT115, 诱导 dsRNA 表达 , 向 玉米 距 
施 细菌 RNA 粗 提 物 , 研究 发 现 , 噶 施 后 的 玉米 具有 
更 好 的 抵抗 病毒 能 力 ( Gan et al., 2010)。 

家 看 BmFTZ-F1l 基因 是 核 受 体 基因 家 族 成 员 之 
一 , 作为 一 个 转录 因子 , 可 能 参与 家 看 的 发 育 变态 过 
程 中 (Sun et al., 1994) 。2008 年 , 我 们 在 前 人 的 基础 
上 , 系统 地 分 析 了 家 看 的 核 受 体 基因 , 并 通过 体外 转 
录 FTZ-Fl1 对 应 的 dsRNA 的 方式 进行 RNAi, 发 现 
FTZ-Fl 表达 水 平 的 调 低 , 严重 影响 了 家 看 从 幼虫 问 
肾 的 变态 发 育 ( Cheng ei al., 2008 ) 。 为 了 探索 细菌 表 
达 dsRNA 进行 RNAi 的 策略 是 否 能 在 家 看 中 发 挥 作 
用 , 本 研究 选用 已 经 通过 RNAi 获得 功能 验证 的 
FTZ-Fl1 基因 作为 靶 标 基因 。 研 究 发 现 , 通过 注射 细 
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菌 表达 的 靶 标 的 基因 的 dsRNA, 能 成 功 获得 与 以 前 
相 类 似 的 干扰 表 型 , 经 过 RNAi 处 理 后 , FTZ-F1 基因 
表达 水 平 受 到 抑制 , 在 分 子 水平 通 过 灾 光 定量 PCR 
技术 得 到 证 实 ; 而 直接 通过 添 食 dsRNA 诱导 表达 后 
的 细菌 , 却 不 能 获得 预期 的 干扰 表 型 。 然 而 , 直接 给 
线虫 添 食 目标 基因 dsRNA 表达 细菌 , 便 可 让 目标 基 
因 的 表达 受到 抑制 。 我 们 推测 , 这 可 能 与 不 同 的 物 
种 对 RNAi 具有 不 同 的 敏感 程度 相关 。 

本 研究 首次 在 家 看 引入 了 细菌 表达 dsRNA 的 
RNAi 系统 : HT115 细菌 株 和 L4440 质粒 。 研 究 发 
现 , 通过 一 定 的 改良 , 基于 细菌 表达 dsRNA 的 这 一 
新 的 RNAi 策略 能 在 家 和 看 中 发 挥 作用 。 相 关 人 研究 为 
在 探索 经 济 、 高 效 \ 便 捷 的 家 看 功能 基因 研究 方法 提 
供 了 一 定 参 考 。 同 时 ,由 于 通过 细菌 表达 ,可 以 很 
方便 地 获得 大 量 的 dsRNA, 这 一 方法 在 农业 钱 翅 目 
害虫 防 控 领域 具有 一 定 应 用 前 景 。 
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